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(54) Amperometrischer Biosensor 

(57) Biosensor fur die Amperometrie bei der die 
MeBelektrode (34) aus einem elektrisch leitenden Tra- 
ger aus Kohlenstoff besteht. der mit einem Platinmetall 
in kolloider Form einheitlich gefutft ist, wobei von der 
MeBefektrode (34) ein Ableitkontakt (10) aus GlasKoh- 
lenstoff abgehl 



Der porose Trager (68) ist mil einem Enzym, bei- 
spielsweise Gtukoseoxidase zur Bestimmung von Glu- 
kose, gefulft, wobei die Oberflache des Tragers (68) mit 
einer Merribran (70) gegenuber der Umgebung abge- 
deckt ist. 



Fig: 3 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen Biosensor Zur ampero- 
metrischen Bestimmung eines in einer wassrigen 
Losung, insbesondere Blut. geldsten Substrats irat s 
einem Enuym zur Umselzung des Substrats, einer 
MeBelektrode, deren Oberf teche sich tor eine Bedoxre- 
aktion der Substratumsetzungsproo\ikte eignet, und die 
einen elektrisch leitenden Trager aus Kohlenstoff und 
ein auf den elekrisch leitenden Trager aufgebrachtes 10 
Metall der a Nebengruppe aufweist, wobei der elek- 
trisch teitende Trager mit einer das Enzym enthaltenden 
LOsung getrankt ist einer semipermeablen Membran, 
die die MeBelektrode einschBeBlich des elektrisch len 
tenden Tragers cficht umschfieBt, und einem AMeitkon- is 
takt, der von dem elektrisch leitenden Trager abgeht 

Biosensor en dienen zur Bestimmung eines Sub- 
strats. das mit Hiffe des im Biosensor vorgesehenen 
Enzyms in ein Urnsetzungsprodukt katalylisch umge- 
setzt wird. das der Biosensor qualitativ und quantitafrv 20 
bestimmen kam. Solche Enzymelektroden werden ubfi- 
cherweise zur Bestimmung der Glukose in Blut einge- 
setzt bei denen als Enzym Glukoseoxidase eingesetzt 
wird. mit deren HtlfeGfukose katalytisch in Glukonolak- 
ton/Glukonsaure und H 2 02 umgesetzt wird. Bei der 25 
Amperometrie wird dann das Wasserstoffperoxid ox*h 
diert nach folgender Gleichung: 



H202-2H + +2e>0 2 . 
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Die an der Elektrode freigesetzten Elektronen wer- 
den als Oxidationsstrom abgefuhrt und sind in einem 
bestimmten Bereich proportional zur Glukosekonzen- 
tratroa 

Das vorstehende genannte Glukose- Biosensorsy- 35 
stem laBt sich ohne weiteres auf andere Systeme Ober- 
tragen, beispielswetse auf das System 
Aikohol/Alkoholoxidase, Laktat/ Laktatoxidase, Harn- 
saure/ Urikase, Wasserstoffperoxid/Katalase und der- 
gleichea 40 

Die ublicherweise eingesetzten Arbeitselektroden, 
die ein Enzym als Katalysator fur die Umsetzung eines 
in Wasser geldsten Substrats aufweisen, arbeiten bei 
Refer enzspannungen von 600 mV und mehr, was ■ 
jedoch bei samtlichen MeBsystemen bisher zu uner- 45 
wunschten Korrosionen und anderen unerwunschten 
Nebenreaktionen getuhrt hat. Insofern wurde bereits 
versucht, diese Refer enzspannung herabzusetzen, 
indem das Substratzersetzungsprodukt ebenfalls mit 
Hilfe eines Katalysators in dessen Folgeprodukl umge- so 
wandelt wird, wie dies vorstehend in der Umsetzungs- 
gletchung gezeigt ist. 

In der GB-PS 2,191,003 (EP 0 247 850) ist ein Bio- 
sensor in Form einer Enzymelektrode beschrieben, die 
in der Arbeitselektrode ein Metall der Platingruppe ein- 55 
setzt. Urn eine moglichst groBe Umsetzungsflache 2u 
erreichen, ist das Platinmetall in koltoider Form einheit- 
lich verteilt aul einem elektrisch leitenden Trager vorge- 
sehen. Dieses Tragermaterial liegt ebentatls fein verteilt 



vor, ublicherweise als Kohlenstoffpurver, das mit Hilfe 
eines wasserabweisenden Bindemittelharzes verfestigt 
ist 

Eine derartig hergestelrte Arbeitselektrode verfugt 
uber hohe Strorrxfichteri pro Racheneinheit und wetst 
ublicherweise eine Betriebsspannung von 300 - 350 mV 
gegenuber den vorstehend genannten Spannungen 
von 600 - 700 mV aut 

Auf dieser porosen Arbeitselektrode ist das Enzym 
entweder adsorbiert oder aber kovalent gebunden vor- 
gesehen, wobei die Frontflacheder Arbeitselektrode mit 
einer porosen Membran abgedeckt sein kann. die 
gegenuber den zu bestimmenden Enzymsubstrat 
durchlassig ist 

Von dieser bekannten Arbeitselektrode gehen elek- 
trische Kontakte. wie Platin, Silber und dergjeichen ab\ 
Es hat sich nun herausgestelrt, daB selbst ein elektri- 
scher Kontakt aus dem Oblicherweise eingesetzten Pla- 
tin dem Biosensor keine lange Lebensdauer (maximal 1 
Monat) garantiert da er nach Abtauf dieser Periode kor- 
rodiert ist, so daB die gesamte Elektrode ausgetauscht 
werden muB. Auch andere Materialmen, wie Gold oder 
Kupfer, haben sich bei dieser Elektrode als nicht ein- 
setzbar erwiesen, da sie innerhalb weniger Wochen 
korrodiert waren. 

Ahnliche Elektrodenanordungen sind in der EP- 
470 290. EP- 136 362, EP-127 958, EP- 197 747, EP- 
48 090, EP- 359 831. US 4 655 880, US 4 950 379, 
PCT-WO 89/05454 . DD 297 713 Oder US 52 27 042 
beschriebea 

So weist die Arbeitselektrode gemaB EP 0 470 290 
Glaskohlenstotf als Sensormaterial auf, das unmittelbar 
mit der Enzymschicht verbunden ist Da es sich hier urn 
keinen katalytisch wirksamen Sensor handelt, treten 
unterhalb einer Arbeitsspannung von 600 mV keine 
Effekte bei einer Glukose/ Glukoseoxidase - Elektro- 
denanordung auf, so daB auch dort die eingangs 
erwahnten unerwunschten Spannungen auftreten. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde, 
die eingangs erwahnte Elektrodenanordnung so zu ver- 
bessem, daB sie bei moglichst niedriger Arbeitsspan- 
nung, d. h. unterhalb 500 mV arbeitet und daruber 
hinaus langzeitstabil ist, also keine Kbrrosionseffekte 
zeigt 

Die Losung der Aufgabe gelingt dadurch, daB der 
AbleHkontakt aus Glaskohlenstotf besteht 

Der Einsatz von Glaskohlenstoff, der mit der 
Arbeitselektrode elektrisch- leitend verbunden ist. hat 
zunachst den Vorteil, daB die Elektrode keinerlei Korro- 
sionserscheinungen wahrend der Lebensdauer der 
Elektrode unterzogen wird, die praktisch nur durch die 
Enzymaktivitat bestimmt wird. Die Lebensdauer des 
Enzyms liegt ublicherweise bei 4 - 6 Monaten, also 
einer Zeitperiode, bei der sich keinerlei korrosive Veran- 
derungen an der Glaskohlenstoffoberflache zeigen. Es 
treten nur minimale oder gar keine Storpotentiale oder - 
spannungen an der Elektrode auf, so daB das gesamte 
MeBvedahren hierdurch erheblich vereinfacht wird. 
Dies fuhrl dazu, daB mit def erfindungsgemaBen Elek- 
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trode olrekt Messungen in unverdunnten VoNWut mog- 
licn sind, was unter anderem an Dauer messungen mrt 
Humanblut nachvoDzogen worden isL Neben VolIWut 
konnen jedoch auch andere wasserige Korperftussig- 
keHen, wie Serum, Plasma, Urin, Speichel. Diaryseflus- 5 
sigkeiten, Elektrorytldsungen und dergleichen mehr auf 
das zu untersuchende Substrat, das in einer derartigen 
Losung enthalten ist, mil dem emndungsgemaBen Sen- 
sor unlersucnt wordea 

Der erfindungsgemaBe Biosensor wird vorteilhaf- 10 
terweise zur Bestimmung von Glukose eingesetzt 
wobei als Enzym in diesem Fall Glukoseoxidase (GOD) 
zum Einsatz kommt Jedoch konnen auch andere 
Oxidoreduktasen eingesetzt werden. zu denen bei- 
spielsweise Laktatoxidase,. Choiesterinoxidase, Galak- 15 
toseoxidase sowie andere Peroxid produzierende 
Enzyme und Kombinationen solcher Enzyme gehoren. 
Auf die bereits vorstehend erwahnten Substrat/Qxid- 
asesysteme wird ebenfalfs Bezug genommen (Harn- 
saure/ Urikase; Ascorbinsaure/ Ascorbatoxidase; 20 
Pyruvat/Pyruvatoxidase). . 

Die einsetzbaren Enzyme konnen entweder an 
dem elektrisch leitenden Tragermaterial adsorbiert wer- 
den oder aber unmittelbar mittels einer chemischen 
Reaktion kovalent an diesen Trager gebunden, d. h. 2s 
irnmobilisiert werden. 

Was zunachsi den Trager selbst betrifft, so wird auf 
die vorstehend genannie EP 0 247 850 aus Offenba- 
rungsgrunden Bezug genommen, deren Inhatt zum 
. Gegenstand dieser Anmeldung gemacht wird. 30 

Das erfindungsgemaB eingesetzte Tragermaterial 
besteht aus einer porosen Schicht kohlenstoffhaltiger 
Partikel, die untereinander mit einem Harz-Bindemittel 
gebunden sind. Die GroBe dieser Partikel betragt bis zu 
50 nm. 35 

Die Partikel selbst weisen ein Kohlenstotf- oder 
Graphitpurver auf, das eine hohe Dichte funktioneller 
Gruppen (Carboxylate, amino- und schwefelenihaJ- 
tende Gruppen) auf der Oberfiache aufweisen kann. 
Dieses Putver kann auf Grund seiner groBen Oberfla- 40 
che sehr leicht die vorstehend genannten eingesetzten 
Enzyme binden. 

Auf diesem Putver wird vorteilhafterweise vor des- 
sen Kompatieren mit Hilfe eines Bindemittels das Metall 
der 8. Nebengruppe in kolloider Suspension bis zu 20 45 
Gewichtsprozent bezogen auf den Kohlenstofftrager 
aufgetragen, so da8 sich eine einheitliche Verteitung 
des Platins oder Palladiums als Metall der Platingruppe 
vorteilhafterweise in den Kohlenstofftrager ergibt Nach 
dem Vermischen mil dem pfatinhaMgen Material wird so 
der Kohlenstofftrager mit einem ublicherweise wasser- 
abstoBenden Harzbindemittel vermischt und in eine 
vorbestimmte Form uberfuhrt. Vorteilhafterweise wer- 
den f luorhaltige Harce. beispielsweise auf der Basis von 
PTFE als harzhaltige Bindemirtel eingesetzt. wie dies in 55 
der vorstehend genannten EP-Schrift erlautert ist, wor- 
auf Bezug genommen wird. Dieses Bindemiltel liegt in 
einer Menge bis zu 70 Gewichtsprozent vor. wobei des- 
sen Gewichtsanteil iiblicherweise nicht kritisch ist. 



Das Bindemirtel soil dabei eine minimale Sauer- 
stoffdurcWassigkeit unter atmospharischen Bedingun- 
gen, wenigslens 2 x 1 0" 3 cm 3 OJ cm 3 bezogen auf das 
Polymer, haben. 

Deswerteren soli die PartrkelgroBe des kolloidalen 
Platin-Metalts in einem Bereich von etwa 1 - 3 nm Se- 
gen, das an die Oberfiache des KbhlenstoffpurVer 
adsorbiert ist. 

Vorteilhafterweise kann das elektrisch leitende Tra- 
gergemisch mit dem Platinmetall in. eine Folie geformt 
werden, die vorteilhafterweise auf einer Kbhlenstoffolie. 
als Tragermaterial f ixiert ist. 

Bevorzugte Enzymelektrodensubstrate werden 
unter der Bezeichnung PACE von der Firma E-TEK ver- 
trieben und werden ublicherweise als elektro-katarytf- 
sche Gasdiffusionselektroden in Brennstoffzellen 
eingesetzt 

Wie vorstehend erwahnt, kann das Enzym am Tra- 
ger adsorbiert oder aber unmittelbar irnmobilisiert wer- 
den. ErfindungsgemaB ist die Adsorption eines Enzyms 
dann bevorzugt. wenn die Oberfiache des so behandel- 
ten TrSgers mit einer mikroporosen, semipermeablen 
Membran gegenuber dem wasserigen MeBgut 
geschutzt ist. Andererseits kann naturlich das Enzym 
durch eine Irnmobilisierungsbehandlung physikalischer 
oder chemischer Natur so fest an dem Trager haften. 
daB ein derartiger Schutz durch eine Membran nicht 
notwendig ist 

Bei der reinen Adsorption wird das Enzym in einer 
wasserigen Losung oder Suspension vorgelegt, wobei 
dese Losung auf den porosen Trager aufgetragen wird. 
Eine derart mit Enzym beschichtete Folie wird dann mit 
dem nachstehend eriauterten Ableitkontakt verbunden. 

Andererseits kann das Enzym auf der Oberfiache 
des Trager s nach bekannten Immobilisierungstechni- 
ken, beispielsweise durch kovalente Bindung mit Carbo- 
diimid oder Glutaraldehyd verbunden werden, wie dies 
in der vorstehenden EP-Schrift erlaulert ist, worauf wie- 
derum Bezug genommen wird. 

Der elektrische AbleitkOrper oder -kontakt besteht 
aus Glaskohlenstoff, der durch Pyrolyse von Polymeren 
mit dreidimensionaler vernetzter Struktur gebildet wird. 
In, Makrobereich hat glashaltiger Kohlenstoff praktisch 
keine Poren besitzt jedoch in seinen Schichten zaN- 
reich Hohlr§ume. Er ist auBerordentlich korrosionsbe- 
stancfig gegen Sauren und Alkalien sowie Schmelzen 
und wird erst oberhalb von etwa 550°C durch Sauerstoff 
bzw. oxidierende Schmelzen angegriffen. 

Weitere Einzelheiten Zu Glaskohlenstoff sind in der 
Zeitschrift fur Werkstofftechnik 15 (1984) Seite 331 - 
338 beschrieben. worauf bezug genommen wird. Erfin- 
dungsgemaB einsetzbare Glaskohlenstofle werden in 
Form von plat!-, ring-, stabchen- und scheibenformigen 
Elektroden fur die chemische Analytik vertrieben. Dar- 
uberhinaus laBt sich die Oberfiache des Glaskohlen- 
stoff s mechanisch bearbeilen, beispielsweise lassen 
sich Ringnuten und Bohrungen in zylindrische Korper 
einarbeiten. •„ 

Sofern erwunscbt, kann die Obertlachenstrukrur 



3 



5 



EP0759 553A1 



6 



von Glaskohlenstoff durch Behandlung bei erhohten 
Temperaturen, beispielsweise etwa 500°C, Oder che- 
rrriscb durch Ernwirken von Safpeter saure aktiviert wer- 
den. 

ErfindungsgemaB wird speziell tor die Gegenelek- 5 
trode im erfindungsgemaBen MeBverfahren aktivierte 
Glaskohlenstoff eingesetzt, wahrend der Ableitkontakl 
der Arbeitselektrode a us ubOcherweise nicht aktiviertem 
Glaskohlenstoff bestehl 

Bei der Arbeitselekirode wird ate Ableitkontakt ein w 
stabchenffirmiger Oder zylinderfermiger Korper einge- 
setzt, dessen Frontteil ate Trager fur den elektrisch lei- 
tenden Trager der Platinmetallelektrobe dient. Sie 
nimmt weiterhin an ihrem rOckwartigen Ende einen 
Ableitdraht auf, der vorteilhafterweise in eine Axialbob- is 
rung des GlaskohlenstoHkSrpers festsitzend und elek- 
trisch leiterxf eingeftort ist. 

Die erfindungsgemaBe Arbeitselekirode wird vor- 
teilhafterweise in DurchfluBmeBzellen in Form einer 2- 
oder 3-Elektrodenaiiorcfrrung eingesetzt- so 

Bei der 2-E!ektrodenanordnung dient die Gegen- 
elektrode zugleich auch als Bezueselektrode, wahrend 
bei der 3-Elektrodenanordnung neben der Gegenelek- 
trode eine Bezugselektrode vorliegl. 

Bevorzug! ist bei der erfindungsgemaBen MeBzelle 25 
eine 3-Elektroden- anordnung, die neben der erfin- 
dungsgemaBen MeBelektrode eine Ag/AgCI-Elektrode 
als Bezugselektrode und eine Gegenelektrode a us akti- 
viert em Glaskohlenstoff enthait 

Desweiteren konnen Sensoren fur die Temperatur- 30 
messung oder weitere Elektroden zur Korrektur von 
StOrstoffen, wie Rinderserumalbumin - Hilfselektroden 
eingesetzt werden. 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Es zeigen 35 

Figur 1 die Seitenansicht eines Glaskohlenstoffstif- 
tes der Arbeitselektrode. teilweise aufgeris- 
sen, im Bereich des Kontaktstiftes; 

Figur 2 eine MeBzelle mit 3 Elektroden. wobei die ao 
Arbeitselektrode und MeBelektrode im Aus- 
schnrtt und im AufriB gezeigt sind; 

Figur 3 erne vergroBerte Darstellung des Detail A 
von Figur 2, wobei die MeBelektrode und 
die Referenzelektrode geschnitten darge- 45 
stellt sind; und 

Figur 4 einen Schnitt durch die MeBzelle von Figur 
2 entlang der Linie IV-IV, wobei lediglich de 
Gegenelektrode eingesetzt ist 

50 

Aus Figur 1 ist der ElektrodenkOrper 10 aus Glas- 
kohlenstoff ersichtlich, der im wesentlichen eine zyfin- 
derformige Struktur aufweist Das Frontteil 12 des 
Elektrodenkorpers 10 ist gemaB der in Figur 1 gezeig- 
ten Ausfuhrungsform nach auBen gewolbt ausgebildet. 55 
was - wie speziell bei der MeBzelle gemaB Figur 2 
nachstehend eriautert wird - die Anstrornung der zu 
untersuchenden Losung begunstigt Benachbart zu die- 
ser Wolbung 14 ist eine erste Ringnut 16 im Elektroden- 



korper vorgesehen, in dfe ein erster O-Ring 18, wie aus 
Rgur 3 ersichtlich ist, eingelegt werden karm. 

Im AnschluB an diese erste Ringnut sind weitere 
Ringnuten 20 und 22 uber den Bektrodenkorper verteilt 
vorgesehen, in cfie werlere ORinge 24 und 26 eingelegt 
werden konnen. 

Am rOckwartigen Ende des zylinderiormrgen Elek- 
trodenkorpers 10 ist vorteilhafterweise ein zyfinderfor- 
miger Absatz 28 vorgesehen, der gegenuber dem 
Elektrodenkorper 10 einen geringeren Durchmesser 
aufweist. 

Desweiteren ist von der Ruckseite her eine axiale . 
Bohrung 30 im Elektrodenkorper 10 vorgesehen. inner- 
halb der ein Kbntaktstift 32 elektrisch leitend vorgese- 
hen ist, beispielsweise mit Hilfe eines elektrisch 
leitenden Klebers. 

Wie ebenfails auf Rgur 3 ersichtlich ist, unterschei- 
den sich die ElektrodenkOrper 10 der MeBelektrode 34 
und der Bezugselektrode 36 in ihrer Struktur nur 
dadurch, daS die Wdlbung der Bezugselektrode 36 in 
ihrem Frontbereich 38 starker ausgebildet ist. 

Die Referenzelektrode besteht jedoch nicht - wie 
vorstehend erwahnt - aus Kohlenstoff, sondern aus 
einem Silber/Silberchlorid^Stift, der die entsprechenden 
Ringnuten 40 - 44 und ORinge 46 - 50 aufweist 

GemaB Figuren 2 und 3 ist eine MeBzelle 52 darge- 
stellt. die aus einem Elektrodenblock 54, ubticherweise 
aus einem transparenten Kunststoffmaterial, wie Acryl- 
glas, besteht, der einen MeBkanal 56 aufweist der sich 
quer durch den Elektrodenblock 54 erstreckt Senkrecht 
von oben sind erste, zweite und dritte Bohrungen im 
Elektrodenblock 54 vorgesehen, von denen die erste 
und die zweite Bohrung 58, 60 bis zum MeBkanal 56 
gefuhrt sind, wobei die Durchgangsoff nung 64 bzw. 66 
der ersten Bohrung 58 bzw. der zweiten Bohrung 60 
zum MeBkanal 56 hin gegenuber dem Durchmesser 
dieser beiden Bohrungen 58 und 60 verengt ist, d. h. 
einen geringeren Durchmesser im Vergleich zum Boh- 
rungsdurchmesser aufweist 

Dabei ist der Durchmesser der Bohrungen 58 und 
60 so dimensioniert, da8 dieser geringfugig groBer ist 
als der Durchmesser des Elektrodenkorpers 10 der 
MeBelektrode 34 bzw. der Bezugselektrode 36. Ande- 
rerseils sind jedoch die AuBendurchmesser der O- 
Ringe 24 und 26 bzw 48 und 50 etwas groBer ate der 
Durchmesser der Bohrungen 58 und 60, so daB es hier 
Zu einer radialen Dichtung zwtschen O-Ring/Bohrungs- 
wand kommt. 

Wie weiterhin aus Figur 3 ersichtlich ist, ist auf der 
Frontseite 12 der Arbeits- oder MeBelektrode 34 der 
vorstehend erwahnte elektrisch leitende Trager 68 mit 
einem PlatinmetaH vorgesehen. der weiterhin mit einer 
Enzym-Ldsung getrankt ist. Soil Glukose. beispiels- 
weise im Blut mit der MeBelektrode 34 bestimmt wer- 
den. so ist als Enzym Qukoseoxidase in dem Trager 68 
vorgesehen. der aus einer mit kolloidalem Platin akti- 
vierten Kohlenstoltolie besteht. 

Urn den Frontbereich 12 des Elektrodenkorpers 10 
urid den aut dem Frontbereich vorgesehenen Pace-Tra- 
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ger 68 ist eine semipermeable Membran 70 unihuflend 
angeordnet~die sich nach ruckwarts bis Ober die erste 
Ringnut 16 hinaus erstreckt und vorn O-Ring 18 in der 
Ringnut dicht gegenuber der Umgebung f ixiert fet Die in 
der Pace- Folie 68 vorgesehene Enzym-Losung befihdet 
sich innerhalb der Membran 70, Insofern ist die GJuko 
selosung in dem von der Membran 70 durch die Wir- 
kung des ORings 18 . gebikleten Raums dicht 
eingescMossen und somit vor EirifOssen der Umge- 
bung, insbesondere des zu messenden Guts, 
geschutzt Gleiches gilt fur die Bezugselektrode 36, 
deren Frontbereich 38 ebenfalte von einer Membran 72 
durch cfie Wirkung des 0- Rings 46 geschutzt ist. 

GemaB Figur 2 ist der Etnbau der MeBelektrode 34 
und 36 in den Elektrodenblock 54 ersichtlich. Wie 
. bereits vorstehend erlautert, werden die Elektroden 
radial mit Hilf e der ORinge 24, 26 bzw. 48 und 50 irwer- 
. halb der Bohrungen 58 bzw. 60 dicht angeordnet und 
auBerdem gefuhrt Desweiteren erfolgt eine axiale 
Spannung der Elektroden 34 und 36 gegen die Durcb- 
trittsotfnungen 64 und 66 mit Hilfe von Federn 74 bzw. 
76, die auf den ruckwartigen Bereich des Elektroden- 
korpers 10 bzw. 37 drucken, wobei der Absatz 28 als 
FOhrung fur die Feder 74 dient Die Spannung der 
Federn 74 und 76 innerhalb der Bohrungen 48 und 60 
erfolgt dabei Ober hohle Stopfen oder Schrauben 78 
bzw. 80, wie diese ebenfalte auf Figur 2 ersichtlich ist'. 
Urn eine Beschadigung des Frorrtbereichs 12 bzw. 38 
und der diesen Frontbereich 12, 38 uberziehenden 
Membran 70 und 72 zu ver hinder n, ist jeweils in die 
Bohrung 60 und 62 benachbart zur DurchtrittsOffnung 
64 und 66 jeweifs ein ORing 82 und 84 eingelegt 
gegen den sich der AuBenrand des Frontbereichs 12, 
38 dichtend federnd legt, wobei die Woibungen der 
Frontseiten 14 und 38 in den MeBkanal 56 hineinragen, 
so daB durch die so erzietten, gunstigen Anstromver- 
haltnisse ein optimaler Probenkontakt erzielt wird. 
Durch die Vorwolbung in den Probenkanal kommt es zu 
einer totzonenfreien Anordnung, so daB hierdurch eine 
besonders probenverschleppungsarme Pobenbehand- 
lung gegeben ist 

GemaB Figur 4 ist lediglich die Gegenelektrode 86 
dargestellt. die, wie in Verbindung mit der Darstellung 
von Figur 2 ersichtlich ist, zylinderformig ausgebildet ist. 
Die Langsachse dieser Gegenelektrode 86 laufl paralell 
zur Langsachse des MeBkanals 56, der auf seiner 
Unterseile einen entsprechend langen Schlitz 88 auf- 
weist, gegen den die AuBenflache der Gegenelektrode 
86 mit Hilte eines Federelements 90 gedruckt ist Die- 
ses Feder element ist mit einer Schraube 92 am Elektro- 
denblock 54 befestigt in dem zum Zwecke der 
Befestigung eine senkrechte Bohrung 94 vorgesehen 
ist. innerhalb der die Schraube mittels eines in der Boh- 
rung vorgesehenen Gewindes 96 befestigt ist Sowohl 
das Feder element 90 als auch die Schraube 92 sind 
elektrisch leitend, wobei die Schraube 92 Ober einen 
Kontaktstift 98 nach auBen an den MeBstromkreis 
angeschlossen werden kann. 

Wie aus Figur 4 ersichtlich ist. wird Zu Montage- 



zwecken die Gegenelektrode 86, das . metaJlische 
FedereJement 90 und Schraube 92 von der Unterseite 
des ElektrodenWocks 54 her in eine im weserrtfichen 
rechteckige Offnung 87 eingefuhrt. die nach der Mon- 
5 tage mit einem GieBharz 100 verschlossen wird. Die 
Gegenelektrode 86 selbst besteht - wie vorstehend 
erlautert - vorteilhaft aus aktiviertem Glaskohlenstott 

Wie aus Rgur 2 weiterhin ersichtlich ist ragen aus 
dem Elektrodenblock 2 weitere Kontaktstifte 102 und 

10 1 04 heraus, die Ober elektrische Leitungen. von denen 
in Figur 2 nur die Leitung 106 (MeBelektrodenteitung) 
gezeigt ist. mrt der MeBelektrode 34 bzw. der Bezugs- 
elektrode 36 verbunden sind. Die entsprechende Boh- 
rung 108 fur den Elektrodenstift 102 ist aus Figur 4 

15 ersichtlich. 



Eine mit kolloidalem Platin aktivierte Kohlenstoffolie 
20 wird mit einer Glukoseoxidase-Losung deart betropft, 
daB die Folie etwa einen Gukosaxidasegehalt von etwa. 
10 Enzymeinheitenje mm2 autweist. AnschlieBendwird 
diese Folie in der Elektrodenanordrtung gem3B Figur 2 
-4verwendet 

25 Diese Folie wird mit einer hydrophilen semipermea- 
blen Membran urnhullt wobei die Membran einen mitt- 
leren Porendurchmesser von etwa 30 nm besitzt Durch 
den MeBkanal 56 werden unterschiedliche Glukose- 
Konzentrationen in Wasser/Blut gefuhrt, wobei sich fol- 

30 gende Strom-Spannungs-Kurve (Voltarnograrnm) 
ergibt Der DrHusionsgrenzstrbm liegt dabei fur eine 
Glukosekonzentration von 20 mmol/l bei etwa 3 . A. Es 
treten nur minimale oder keine Storpotentiale/Polarisa- 
tion auf. Desgleichen wird auch wahrend der mittleren 

35 Lebensdauer der Elektrode (etwa 6 Monate), die nur 
durch den Verbrauch des Enzyms bestrmmt ist. keine 
Korrosion beobachtet Auf Grund der minimal en Pro- 
benverschleppung und des optimalen Pr obenkontakts 
treten deutliche. storungsfreie Signale aut Die MeB- 

40 werte sind genauer und reproduzierbarer als bei den 
bisher eingesetzten Elektroden (2-Elektrodensystem 
vom Ag/Pt-Typ). Desgleichen ist die Linearitat der MeB- 
signale bei unterschiedlichen MeBkonzentrationen ver- 
bessert und der MeBbereich selbst erweitert 

45 

Vergleichsversuch 1 

Anstelle von Glaskohlenstott wird in der MeBelek- 
trode Platin als Elektrodenkorper 10 zur Stromabteitung 
so benutzt 

Schon nach kurzer Zeit treten Korrosionseffekte 
durch die ublicherweise zusatzlich auftretenden Batte- 
riepotentiale auf. 



Anstelle der platinierten Kohlenstoff- Folie (Pace) 
wird eine nur aus Kohlenstoff best ehende Folie, die also 
nichtplatiniert ist. eingesetzt Ansonsten wird wiederum 



55 Vergleichsversuch 2 



Beisptel 1 
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das BeispieJ 1 wiederholL Gegenuber den bei der Pace- 
FoBe eintretenden MeBeffekten, zu deren Erzeugung 
ein Potential von elwa 330 mV anzulegen "rst, triit hier 
erst ein MeBeffekt bei etwa 845 mV auf, dabei ist de 
Messung begleitet von Elektrolyse-Storeffekten. so da8 
diese Efektrode nur bedingt eingesetzt werden kana 

Patentansp ruche 



1. Biosensor 2ur amperometischen Bestimmung 
ernes in einer wasserigen Losung, insbesondere 
Brut, gel&sten Substrate mit einem Enzym zur 
Umsetzung des Substrats. einer MeBeleklrode 
(34), deren Oberflache sich fur erne Redoxreaktion 
der Substratumsetzungsprodukte eignet, und die 
einen elektrisch leitenden Trager aus Kohlenstoff 
(68) und ein auf den elektrisch leitenden Trager auf- 
gebrachtes Metall der 8. Nebengruppe aufweist 
wobei der elektrisch leitende Trager mit einer das 
Enzym errthaltenden Losung getrankt ist, einer 
semipermeabfen Membran, die die MeBeleklrode 
einschlieBlich des elektrisch leitenden Tragers dicht 
umschrreBt, und einem Ableitkontakt (10), der von 
dem eleklrisch leitenden Trager (68) abgeht, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Ableitkontakt 
( 1 0) aus Glaskohlenstoff besteht 

2. Biosensor nach Anspruch t dadurch gekennzeich- 
net, daB der Gaskohlenstoff aktiviert ist 

3. Biosensor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet. daB der Ableitkontakt (10) ein 
Zyiinderteil aufweist, auf dessen Fronteeite die 
Arbeitselektrode angeordnet ist 

4. Biosensor nach einem der Anspruche 1 - 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Frontseite (12) 
nach auBen gewolbt ist 

5. Biosensor nach einem der Anspruche 1 - 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB der zylinderformige 
Elektrodenkorper auf seiner Oberflache eine erste 
Ringnut (16) zur Aufnahme eines ORings (18) auf- 
weist, mit dem die Membran (70) am Elektroden- 
korper (10) fixierbar ist 

6. Bionsensor nach einem der Anspruche 1 - 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB der zylinderformige 
Elektrodenkorper weitere Ringnuten (20, 22) zur 
Aufnahme von weiteren O-Ringen (24, 26) auf- 
weist, mit denen der Elektrodenkorper (10) gegen 
eine in einem ElektrodenWock (54) vorgesehene 
Bohrung (58) radial fixierbar ist 
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net, daB sie einen Me8kanal(56), eine erste Bob- 
rung 58, in dem die MeBelektrode (34) gemaB 
Anspruch 1 angeordnet ist und eine zwe'rte Boh- 
rung (60) aufweist, in der die BezugseJektrode (36) 
angeordnet ist wobei de erste und zweite Bohrung 
(58) und (60) im wesentlichen senkrecht zum MeB- 
kanal (56) angeordnet srnd und in diesen mundert, 
und die Gegenelektrode (86) zumindest einen Teil 
der Wand des MeBkanals (56) bildet 

9. MeBzelle nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Gegenelektrode (86) aus 
Glaskohlenstoff besteht, der vorzugsweise aktiviert 
ist, und zylinderformig ausgebildet ist 

10, MeBzelle nach Anspruch 7 oder 8 gekennzeichnet 
durch eine Bezugselektrode (36) aus Silber/Silber- 
chlorid. 
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7. MeBzelle (52). aufweisend den Biosensor nach 55 
Anspruch 1 . eine Gegenelektrode und 
Bezugselektrode. 
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MeBzelle nach einem der Anspruche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet daB die Langsachse der 
Gegenelektrode (86) zur Langsachse des MeBka- 
nals (56) im wesentlichen parallel ist und die 
Gegenelektrode (86) gegen einen am MeBkanal 
(56) angeordneten Schlitz (88). der im Elektroden- 
block (54) vorgesehen ist gecruckt ist. 
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MeBzelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
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Fig . 2 
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